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Flourescenca je pojav, pri kateri pride do emisije svetlobe potem, ko je snov (fluorofor) 
absorbirala svetlobo in prešla v vzbujeno stanje. Opisan fenomen izrabljajo številne tehnike, 
pomembne tako za bazične raziskave kot vsakodnevno rutinsko diagnostiko. V vsakem 
primeru je nujna komponenta fluorofor. Ta mora izpolnjevati številne zahteve, da je 
uporaben za določeno aplikacijo, kar omeji nabor ustreznih fluoroforov in sond. Zato ob vse 
hitrejšem razvoju tehnik, ki izrabljajo fenomen fluorescence, potrebujemo nove fluorofore 
in sonde. 
Osnovni namen magistrskega dela je bil optimizacija sinteze fluorofora na osnovi 
kumarinskega derivata merocianina s prilagajanjem reakcijskih pogojev sinteze, primarno s 
spremembo topila in baze. Želeli smo povečati lipofilnost, saj je bil osnovni merocianin zelo 
slabo topen v različnih organskih topilih. Tako bi lahko pripravljen merocianin morda služil 
kot sonda za označevanje lipidnih kapljic ali drugih lipofilnih struktur. Prav tako smo 
poizkusili pripraviti oksonol kot glavni produkt, saj se je pri prej omenjeni sintezi kot 
stranski produkt pojavila spojina, ki je imela v strukturi oksonolni skelet.  
Ugotovili smo, da topilo bistveno ne vpliva na potek reakcije, ima pa velik vpliv baza. 
Ugotovili smo, da ob dodatku baze pride do nastanka večje količine stranskega produkta, 
zato je za reakcijo bolj optimalna odsotnost baze. Oksonoli so skupina fluoroforov, ki so 
pogosta osnova različnih fluorescentnih sond. Vendar v našem primeru pripravljen oksonol 
ni izkazoval fluorescence, zato raziskave nismo nadaljevali v tej smeri.  
Prva stopnja sinteze merocianina je vključevala sintezo (Z)-3-aril-3-kloropropenala. To je 
reaktiven fragment, zato nas je zanimalo, ali bi se ga dalo uporabit kot bojno glavo pri 
nekovalentnih zaviralcih. Pripravili smo manjšo skupino (Z)-3-aril-3-kloropropenalov, ki jih  
je nato sodelavec s Katedre za farmacevtsko kemijo testiral na humanih encimih Mao-A, 
Mao-B, AChE in BChE. Nekatere spojine so nekoliko zavrle delovanje encimov, a se po 
preinkubaciji le-teh z zaviralci katalitična aktivnost ni dodatno zmanjšala. To pomeni, da 
zaviralen učinek ni posledica tvorbe kovalentne vezi med encimom in zaviralcem. (Z)-3-
aril-3-kloropropenali niso primerni za razvoj kovalentih zaviralcev omenjenih encimov. 
 





Fluorescence is a phenomenon in which light is emitted after a substance (fluorophore) 
absorbed light and entered an excited state. The described phenomenon is exploited by a 
number of techniques, used for both basic research and daily routine diagnostics. Regardless 
of the reasoning for their use, a fluorophore component is an essential part. It has to meet a 
number of requirements to be usable for a particular application, which limits the range of 
suitable fluorophores and probes. Therefore, with the increasingly rapid development of 
techniques that exploit the phenomenon of fluorescence, we need new fluorophores and 
probes for its use. 
The main purpose of the master 's thesis was to optimize the synthesis of fluorophore based 
on the coumarin derivative merocyanine by adapting the reaction conditions of the synthesis, 
primarily by changing solvents and base. We wanted to increase lipophilicity, as basic 
merocyanine was very poorly soluble in various organic solvents. Thus, the prepared 
merocyanine might serve as a probe for labeling lipid droplets or other lipophilic structures. 
We tried to prepare oxonol as the main product of the reaction, since a compound with an 
oxonol skeleton in its structure appeared as a by-product in the above-mentioned synthesis.  
We found that the solvent does not significantly affect the course of the reaction, but the 
base has a great influence. With the addition of a base, it has been found that a larger amount 
of by-product is formed, so the absence of a base is more optimal for the reaction. Oxonols 
are a group of fluorophores, commonly used as a basis for various fluorescent probes. 
However, in our case, the prepared oxonol did not show fluorescence, so we did not continue 
with the research in our master's degree. 
The first step in the synthesis of merocyanin involved the synthesis of (Z)-3-aryl-3-
chloropropenal. It is a reactive fragment, therefore we were interested in whether it could be 
used as a warhead in non-covalent inhibitors. We prepared a small group of (Z)-3-aryl-3-
chloropropenales, which were then tested by a colleague from the Department of 
Pharmaceutical Chemistry on human enzymes called Mao-A, Mao-B, AChE and BChE. 
Some compounds inhibited the activity of enzymes to a certain degree, but after 
preincubation of enzymes with inhibitors, the catalytic activity was not reduced further. This 
means that the inhibitory effect is not due to the formation of a covalent bond between the 
enzyme and the inhibitor. (Z)-3-Aryl-3-chloropropenales are not suitable for the 
development of covalent inhibitors of said enzymes. 
III 
 


























A - absorbanca 
c – hitrost svetlobe (3 × 106 m/s) 
c – molarna koncentracija 
DIPEA – N,N-diizopropiletilamin 
DKM – diklorometan (angl. dichloromethane) 
DMF – dimetilformamid (angl. dimethylformamide) 
DMSO – dimetilsulfoksid (angl. dimethyl sulfoxide) 
E - energija 
Ea – energija absorbance 
Eem – energija emisije 
EtOAc – etil acetat (angl. ethyl acetate) 
F – intenziteta fluorescence 
h – Planckova konstanta (6,63 × 10-34 Js) 
H2O2 – vodikov peroksid 
hAChE - Humana acetilholin esteraza (angl. human acetylcholinesterase) 
hBChE - Humana butirilholin esteraza (angl. human butyrylcholinesterase) 
hMAO – A - Humana monoamino oksidaza A (angl. human monoamine oxidase A) 
hMAO – B - Humana monoamino oksidaza B (angl. human monoamine oxidase B) 
IC50 – srednja inhibitorna koncentracija (angl. half maximum inhibitor concentration) 
I0 – moč sevanja svetlobnega vira 
l – dolžina poti svetlobe 
n – število vzbujenih fluoroforov 
NMR – jedrska magnetna resonanca (angl. nuclear magnetic resonance) 
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RA – rezidualna aktivnost (angl. rezidual activity) 
Rf – retencijski faktor 
TLC – tankoplastna kromatografija (angl. thin layer chromatography) 
UV – ultravijolično (angl. ultraviolet) 
vi – hitrost potovanja spojin 
vo – kontrolna hitrost 
𝜈 - frekvenca 
λ – valovna dolžina 
τ – življenjska doba fluorescence 
Φ – kvantni izkoristek 






Luminiscenca je emisija svetlobe iz katere koli spojine, ki se pojavi, ko je snov v elektronsko 
vzburjenemu stanju. V tem primeru imamo elektron, ki se nahaja v vzbujenemu stanju in 
preide v stanje z nižjo energijo, pri tem pa odda foton. Načinov, kako elektron preide v 
vzbujeno stanje, je več, vedno pa sledi prehod v nižji energetski nivo z oddajo fotona (1).  
 
Slika 1: spontana emisija. Levo je prikazano stanje pred emisijo. Na sredini je prikazan potek emisije, desno pa stanje po 
emisiji (2). 
 
Emisija se pri luminiscenci zgodi v območju ultravijolične (UV), vidne in infrardeče 
svetlobe (1, 3). Luminiscenco glede na način, kako elektron preide v vzbujeno stanje, delimo 
na več različnih oblik: 
- fotoluminiscenca  (fluorescenca, fosforescenca), 
- kemiluminiscenca (bioluminiscenca, lioluminiscenca)   
- druge oblike (elektroluminiscenca, termoluminiscenca, mehanoluminiscenca …) (1). 
Fluorescenca je pojav, pri kateremu pride do emisije svetlobe snovi, ki je absorbirala 
svetlobo ali drugo obliko elektromagnetnega valovanja (4). Vzbujeno stanje je lahko 
singletno ali tripletno. Kadar gre za prehod iz singletnega stanja, govorimo o fluorescenci, 
prehod iz tripletnega pa imenujemo fosforescenca. Ker je prehod iz tripeltnega vzbujenega 
stanja v osnovno stanje formalno prepovedan, je življenjski čas pri fosforescenci (to je čas, 
ko polovica snovi emitira foton) navadno daljši kot pri fluorescenci. Pri slednji je tako na 
ravni nanosekund, medtem ko pri fosforescenci na ravni milisekund. 
Pri organskih fluoroforih imata osnovno in vzbujeno stanje več vibracijskih nivojev, zato 
lahko poteka absorpcija in emisija pri različnih valovnih dolžinah. Absorpcija in emisija tako 
2 
 
ne potekata le pri diskretnih valovnih dolžinah, ampak je za takšne fluorofore značilen 
kontinuiran spekter. Vibracijski nivoji osnovnega in vzbujenega stanja so si zelo podobni, 
zato sta si spektra ekscitacije in emisije večkrat zrcalni sliki (5).  
Fenomen fluorescence se pogosto izrablja v medicini in biokemiji (6). V medicini se 
fluorofori uporabljajo predvsem v diagnostične namene. Eden izmed načinov je uporaba za 
optično slikanje ter za odkrivanje in natančno lokalizacijo rakavih celic. V primerjavi z 
drugimi načini optičnega slikanja, ki lahko zaznajo prisotnost rakavih celicah zgolj na 
površinskih strukturah (npr. rak na dojkah ali pristnost rakavih celic v limfnih vozlih), lahko 
s pomočjo fluoroforov zaznamo rakavo tkivo tudi v globje ležečih organih. Učinkovitost 
uporabe je pogojena z vezavo izbranega fluorofora na ciljni ligand. Fluorofori, ki se 
uporabljajo v te namene, so fluorofori majhnih molekul (derivati cianina in fluorescina), 
genetsko kodirani fluorofori in fluorescentni nanokristali (28). Kot drugi način pa se lahko 
fluorofori uporabljajo za namene fototerapije. Sintezo fluoroforov optimizirajo tako, da na 
strukturo fluorofora vežejo majhne molekule, ki kasneje omogočajo sočasno ciljanje, 
slikanje in zdravljenje raka (29). V biokemiji se fluorofori in fluorescenca uporabljajo za 
fluorimetrične analize bioloških molekul in encimov, pri analizi DNA zaporedja in pri 
identifikaciji specifičnega DNA ali RNA zaporedja znotraj tkiv (30).  
 
1.2 FLUORESCENČNI SPEKTRI  
Fluorescenčni spekter prikazuje intenziteto fluorescence v odvisnosti od valovne dolžine (v 
nanometrih) ali valovnega števila (v cm-1) (1). Navadno pri snemanju emisijskega spektra 
vzbujamo raztopino fluorofora s konstantno valovno dolžino, medtem ko z 
monokromatorjem spreminjamo intenziteto emisije pri specifični valovni dolžini (5). 
Kakšno obliko spektra dobimo, je odvisno od kemijske strukture fluorofora in topila, v 









Slika 2: primer fluorescenčnega spektra, kjer a predstavlja ekscitacijo, b pa emisijo (5). 
1.3 KARAKTERISTIKE FLUORESCENČNE EMISIJE 
1.3.1 Diagram po Jablonskemu 
Celoten proces fluorescence najlažje opišemo s pomočjo diagrama po Jablonskemu, 
prikazanega na sliki 3. S0, S1 in S2 predstavljajo elektronska stanja. Znotraj teh obstaja večje 
število vibracijskih stanj, ki so prikazana s črnimi vodoravnimi linijami. Prehodi med 
posameznimi stanji so prikazani z navpičnimi barvnimi linijami. Najprej pride do absorpcije 
svetlobe, pri čemer  elektron preide iz osnovnega stanja v višje energetsko stanje S1, S2 ali v 
še višja stanja (modra črta). Pri ekscitaciji elektron običajno preide iz osnovnega stanja v 
stanje S1, redkeje pa v S2 ali v višja stanja. Ker ima vsako stanje tudi več vibracijskih stanj, 
najprej pride do vibracijske relaksacije do najnižjega vibracijskega stanja. Emisije iz S2 in 
višjih stanj načeloma ne zaznamo, ker pride v procesu interne konverzije (ta traja manj kot 
10-12 s) skoraj vedno do prehoda v S1 stanje (1).  
 




Ko govorimo o diagramu po Jablonskemu, moramo omeniti tudi Franck-Condonov princip. 
Procesi, kot sta fluorescenca in interna konverzija, se zgodijo izjemno hitro. Iz tega razloga 
je časovno obdobje, v katerem se elektronski prehodi zgodijo, zelo kratko, tako da 
obravnavamo, kot da so jedra atomov v molekuli med prehodom fiksirana (8). 
 
1.3.2 Stokes-ov premik  
Energija fotona, ki jo fluorofor absorbira v osnovnem stanju, da lahko doseže vzbujeno 
stanje, je večja od energije, ki jo foton emitira. Kot je bilo prikazano v diagramu po 
Jablonskemu (slika 3), emisija molekule poteka skozi različne korake. Energijo fotona (E), 
ki pri tem nastane, se izračuna preko enačbe 1.  
E =  h𝜈 = hc/λ  
Enačba 1: izračun energije (prirejeno po 9). 
Konstanta h predstavlja Planckovo konstanto (6,63 × 10-34 Js), c predstavlja hitrost svetlobe 
(3,0 × 108 m/s), ν frekvenco in λ valovno dolžino. Energija absorbije Ea se izračuna preko 
enačbe 2, medtem ko se energija emisije (Eem) izračuna preko enačbe 3.  
Ea =  hc / λa                      Eem = hc/λem 
                        Enačba 2: energija absorpcije (prirejeno po 9).     Enačba 3: energija emisije (prirejeno po 9). 
Ker je energija emisije nižja od energije absorpcije, so fotoni, ki jih odda fluorofor,  
premaknjeni k daljšim valovnim dolžinam v primerjavi z ekscitacijsko svetlobo (9). Ta pojav 
je znan kot Stokes-ov premik (slika 4). Razlogov za Stokes-ov premik je več, med njih sodita 
prej omenjena vibracijska relaksacija in interna konverzija.  
Ker je energija fotona pri emisiji nižja od energije fotona pri absorpciji, je valovna dolžina 
emisije večja od valovne dolžine absorbance. Govorimo o valovnih dolžinah, ki 
predstavljajo vrhova absorpcijskega in emisijskega spektra. Stokes-ov premik je med drugim 




Slika 4: prikaz Stokes-ovega prehoda (prirejeno po 10). 
 
1.3.3 Pravilo zrcalne slike  
Velikokrat opazimo, da sta absorpcijski in emisijski spekter zrcalni sliki. Razlog za to so 
podobni vibracijski nivoji osnovnega in vzbujenega stanja. Pri ekscitaciji najprej pride do 
prehoda v več vibracijskih stanj znotraj vzbujenega stanja. Temu sledi vibracijska relaksacija 
v najnižje vibracijsko stanje vzbujenega stanja ter ob emisiji prehod v različne vibracijske 
nivoje osnovnega stanja. Ker so razlike med vibracijskimi nivoji podobne pri S0 in S1, sta si 
spektra zrcalni sliki, le da je emisijski pomaknjen k višjim valovnim dolžinam. Primer 
spektra, kjer je pravilo zrcalne slike dobro vidno, je prikazan na sliki 5.  
 
Slika 5: prikaz pravila zrcalne slike. Modra črta prikazuje emisijske prehode od najnižjih vibracijskih ravni vzburjenega 
stanja do različnih ravni znotraj osnovnega stanja. Rdeča črta prikazuje emisijski spekter, ki je zrcalna slika 




Čeprav  pravilo zrcalne slike velja v večini primerov, pa obstajajo tudi določene izjeme. 
Eden izmed primerov je potek ekscitacije v S2 stanje, od koder, razen pri zelo nizkih 
temperaturah, emisija ne poteče (5). Drugi primer so fluorofori, ki obstajajo v dveh 
ioniziranih stanjih, saj vsak izmed njih tvori svoj unikaten spekter (3). Nekateri drugi 
primeri, pri katerih prav tako pravilo zrcalne slike ne velja, so:   
1. Fluorofori, ki so občutljivi na pH vrednosti. 
2. Reakcije v vzburjenemu stanju in protonske disociacije.  
3. Fluorofori, ki tvorijo komplekse sami s sabo (najpogosteje govorimo o pirenu) (5).  
 
Pomembna lastnost fluorescence je, da je spekter emisije fluorescence neodvisen od valovne 
dolžine ekscitacije. Ko prihaja do ekscitacije v višje elektronske in vibracijske stopnje, 
navadno pred emisijo zelo hitro poteče interna konverzija in vibracijska relaksacija v najnižji 
vibracijski nivo prvega vzbujenega stanja, od koder nato pride do emisije. Zato bo ne glede 
na valovno dolžino ekscitacije emisija v odvisnosti od valovne dolžine vedno enaka. Razlika 
bo le v intenziteti, saj je pri različnih valovnih dolžinah različen molarni ekstrinkcijski 
koeficient oz. verjetnost, da pride do absorpcije fotona.  
 
1.4 FLUOROFORI 
Fluorofori so molekule, ki po ekscitaciji s svetlobo oddajajo svetlobo. Najpogosteje so 
fluorofori molekule, ki imajo v svoji strukturi konjugirane dvojne vezi ali aromatske obroče 
(11). Poimenujemo jih lahko tudi kot fluorokrome. Glede na izvor  jih delimo v dva razreda, 
na intrizične in ekstrizične fluorofore. Intrizični fluorofori so tisti, ki se pojavljajo v naravi, 
medtem ko so ekstrinzični najpogosteje sintetična barvila ali proteini (9). Primeri pogosto 




      
Slika 6: prikaz struktur fluoroforov (levo) in njihova barva, ko so osvetljeni z UV svetlobo (desno) (1). 
 
Vsak fluorofor ima lastnosti, ki so značilne le zanj in se lahko spreminjajo z okoljem, v 
katerem se fluorofor pojavlja. Intenziteta, valovna dolžina emisije in življenjska doba so 
nekateri parametri, ki definirajo posamezen fluorofor. Poleg teh dejavnikov lahko na 
vrednosti parametrov vplivajo tudi sprememba viskoznosti in temperatura medija, v 
kateremu meritve opravljamo (5). Prav tako velja, da ima vsak fluorofor svoj karakterističen 
absorpcijski in emisijski spekter. Za večino spojin je značilno, da imajo en emisijski in 
ekscitacijski vrh. Poznamo pa tudi izjeme, ki imajo vrhove pri več kot samo eni valovni 
dolžini (11).  
 
1.4.1 Kumarini  
Številni fluorofori sodijo v skupino kumarinov. Kumarini so aromatske spojine, ki vsebujejo 
2H-kromen-2-on (11). Niso pa vse spojine, ki vsebujejo 2H-kromen-2-on, fluorofori. Glede 
na molarni ekstrinkcijski koeficient, kvantni izkoristek in fotostabilnost kumarini sodijo 
nekam v sredino, medtem ko imajo npr. številni rodamini omenjene parametre boljše. Za 
razliko od ostalih fluoroforov pa je za to skupino zelo dobro poznano razmerje med strukturo 
in fotofizikalnimi lastnostmi, predvsem zaradi velikega števila sintetiziranih derivatov. To 
pomeni, da lahko pri kumarinih na podlagi strukture znamo napovedati foto-fizikalne 
lastnosti, kar nam zelo pomaga pri samem načrtovanju novih fluoroforov (12). Splošna 




Slika 7: osnovna struktura kumarina. 
 
Kadar na mesto R1 (označeno rdeče) vežemo elektron-akceptorske skupine, kot je npr. 
karboksilna skupina (COOH) ali elektron-privlačne heterocikle, se ekscitacijski in emisijski 
spekter premakne v rdeče. Substitucija vodika na mestu R2 (označeno zeleno) z elektron-
akceptorsko skupino (kot primer CF3 ali CN), povzroči poleg prej omenjenega premika 
ekscitacijskega in emisijskega spektra v rdeče tudi velik Stokes-ov premik. Na vezavno 
mesto X se običajno vežeta kisik ali dušik. Na mesti R3 ali R5 (označeni modro in vijolično 
v tem zaporedju) pa se vežejo alkili, alkenili ali drugi aromatski sistemi (12).   
 
1.4.2 Oksonoli  
Fluorofore iz skupine oksonolov se največkrat uporablja kot sonde za merjenje 
membranskega potenciala v celici. Strukturno so podobni karbocianinskim barvilom. 
Navadno dva aromatska sistema povezuje veriga konjugiranih dvojnih vezi, zato jih 
umeščamo tudi med polimetinska barvila (metin −CH=). Od karbocianinov, ki so prav tako 
polimetini, se razlikujejo po tem, da so oksonoli anionska barvila. Med bolj poznani 
oksonolni barvili sta oksonol V in oksonol VI, katerih struktura je prikazana na sliki 8. Zanje 
je značilno, da se vežeta na membrano, fluorescenca pa je močno odvisna od membranskega 
potenciala molekule. Oksonol V se močno veže na membrano, medtem ko ima oksonol VI 
večji spektralni premik in se hitreje odzove na spremembe v membranskem potencialu v 




Slika 8: oksonol V (levo) in oksonol VI (desno) (prirejeno po 14). 
 
1.5 PARAMETRI FLUOROFOROV 
1.5.1 Kvantni izkoristek  
Kvantni izkoristek predstavlja razmerje med številom emitiranih in številom absorbiranih 
fotonov (15, 16). Vrednosti kvantnega izkoristka so med 1 in 0, načeloma pa želimo, da je 
kvanti izkoristek čim bliže 1. Kvantni izkoristek je odvisen tudi od okolja (topila), v katerem 
se fluorofor nahaja (1).  
Φf = nf / na 
Enačba 4: kvantni izkoristek fluorescence (prirejeno po 5). 
 
1.5.2 Življenjska doba fluorescence 
Življenjska doba fluorescence (τ) opisuje povprečen čas, ki ga fluorofor preživi v vzbujenem 
stanju, preden emitira foton in se vrne v osnovno stanje (16).  Življenjska doba fluoroforov 
je kratka, običajno traja med nano- (10-9 s) in pikosekundo (10-12 s) (5).  





𝑘𝑟 +  𝑘𝑖𝑠𝑐 +  𝑘𝑖 
  
Enačba 5: življenjska doba fluorescence (prirejeno po 5). 
 
1.5.3 Vpliv posameznih parametrov na intenziteto fluorescence 
Intenziteta fluorescence se spreminja linearno glede na intenziteto ekscitacijske svetlobe, 
vrednost kvantnega izkoristka in optično gostoto fluorofora (5). Na intenziteto vpliva tudi 
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koncentracija fluorofora, pri čemer za kvantitativne meritve absorbanca ne sme preseči 
vrednosti 0,05. Relacijo med opisanimi spremenljivkami prikazuje enačba 6.  
F =  ΦI0(1 − e 
εbc) 
bc < 0.05  →  F = Φ Io bc 
Enačba 6: intenziteta fluorescence (povzeto po 5). 
F predstavlja intenziteto fluorescence, Φ kvantni izkoristek, I0 intenziteto svetlobe, s katero 
vzbujamo, ε molarni ekstrinkcijski koeficient, b dolžino poti svetlobe in c molarno 
koncentracijo (11).  Načeloma želimo, da sta vrednosti ε in Φ čim večji, saj slednje pomeni 
večjo intenziteto fluorescence (5).  
 
1.5.4 Fotostabilnost 
Fotostabilnost je lastnost učinkovine, da kljub izpostavljenosti fluorofora svetlobi ne prihaja 
do nesprejemljivih sprememb v njegovi strukturi in lastnosti (35). Fotostabilnost pri 
fluoroforih povezujemo predvsem s fluorescenčno mikroskopijo. Želimo namreč, da so ti 
skozi celoten eksperiment stabilni, hkrati pa želimo iz vzorca na koncu pridobiti čim večje 
število fotonov. Čeprav je znanih nekaj pristopov, kako izboljšati fotostabilnost, je zelo težko 
napovedati, kako bodo spremembe v strukturi vplivale na fotostabilnost. Med bolj poznanimi 
pristopi je uvedba azetidina kot elektron-donorske skupine, rigidizacija strukture in 
odsotnost dvojnih vezi, ki pa bistveno ne vplivajo na fluorescentne lastnosti (slika 9). Seveda 
nekatere omenjene spremembe pomenijo zahtevnejšo sintezo (34). 
 




1.5.5 Molarni ekstrinkcijski koeficient 
Molarni ekstrinkcijski koeficient (𝜀) je vrednost, ki definira, kako močno določena spojina 
absorbira svetlobo pri dani valovni dolžini (31). Izračuna se lahko preko Beer-Lambertovega 
zakona. Ta definira, da je absorbanca proporcionalna koncentraciji spojine, v kateri jo 
merimo, dolžini poti, ki jo svetloba opravi, in 𝜀. Zakon je predstavljen v enačbi 7 (32).  
𝐴 = 𝑐𝑙𝜀 
Enačba 7: Beer-Lambertov zakon (povzeto po 32). A predstavlja absorbanco, c koncentracijo, l dolžino poti svetlobe in ε 
molarni ekstrinkcijski koeficient. 
 
1.6 SONDE ZA OZNAČEVANJE LIPIDNIH STRUKTUR 
Kot smo omenili v poglavju 1.1, se fluorescentna barvila uporabljajo tudi za označevanje 
bioloških molekul in struktur. Plazemske in znotrajcelične membrane celic in membrane 
liposomov so primeri struktur, ki jih lahko označimo s fluorescentnimi sondami. V skupino 
membranskih sond sodijo fluorescentni analogi naravnih lipidov ter lipofilna organska 
barvila, ki so bolj ali manj podobna naravnim biološkim molekulam. Takšne molekule se 
uporabljajo za strukturno in biofiziklano analizo, za sledenje lipidnemu transportu ter za 
spremljanje metabolizma znotraj živih celic. Sonde z nizko toksičnostjo in stabilnim 
označevanjem so zelo uporabne za dolgoročno sledenje, medtem ko so tiste z manj stabilnim 
označevanjem primerne kot markerji endo- in eksocitoze (17). Sonde, ki se uporabljajo za 
označevanje, delimo na:  
1. Nepolarne in amfifilne sonde – v to skupino sodijo molekule, ki po strukturi niso 
podobne biološkim lipidom, ampak imajo podobne fizikalno-kemijske lastnosti. 
Zaradi te podobnosti se umeščajo v npr. membrane lipidne kapljice ali druge lipofilne 
strukture. Nekateri predstavniki so lipofilni karbocianini, Dil, DiO in okoljsko-
občutljiva sonda laudran (slika 10). Lahko so amfifilne (imajo polaren in nepolaren 








Slika 10: struktura Dil (levo) in struktura laudrana (desno) (17). 
2. Fluorescentni analogi naravno prisotnih lipidov - analogi maščobnih kislin, 
fosfolipidi, sfingolipidi, steroidi, lipopolisaharidi in njim podobne sonde. Glede na 
strukturo lipidov obstajata dve področji, na katera se lahko vežemo fluorescentna 
barvila;  hidrofobna (lipofilna) veriga ali hidrofilna (polarna) glavo. Lokacija vezave 
barvila in njegova kemijska narava sta ključnega pomena, saj definirata lastnosti 
končnega lipidnega analoga (17, 18).  
Omeniti moramo tudi pomen manj znanih lipidnih kapljic. Lipidne kapljice so celični 
organeli, ki sodelujejo pri transportu in dolgoročnemu shranjevanju lipidov. Njihovo število, 
velikost in sestava se razlikujejo znotraj vsake celice v homogeni populaciji kot tudi med 
različnimi vrstami celic. Kako se bo lipidna kapljica spreminjala, je odvisno od organelov 
odgovornih za dolgoročno shranjevanje lipidov. Vsaka populacija lipidnih kapljic ima svoj 
življenjski cikel. V prvi fazi pride do lipidne nukleacije v endoplazmatskem retikolumu. V 
fazi rasti se lipidne kapljice večajo, posledica česar je odcepitev nastale kapljice v citosol. V 
citosolu kapljica ostane dlje časa, kako dolgo pa je odvisno od njene sestave. Zadnji korak 
je remobilizacija vgrajenih lipidov in razgradnja lipidne kapljice (19).  
Če želimo ugotoviti koliko lipidnih kapljic vsebuje celica, uporabljamo različna barvila in 
sonde za označevanje lipidnih kapljic. Najpogosteje se za označevanje uporablja 
fluorescenčno imunsko obarvanje (kot zlati standard) in barvila (nilsko rdeče, Sudan III in 
oljno rdeče O). Ko opravljamo slikanje, želimo, da imamo na voljo označevalce v velikem 
razponu možnih ekscitacij in emisij, kar omogoča označevanje drugih organelov s 
komplementarnimi sondami. Na sliki 11 so prikazane nekatere novejše sonde za označevanje 
lipidnih kapljic z emisijo v modrem, zelenem in rumenem delu svetlobnega spektra (20). Za 
doseganje ustrezne lipofilnosti se na fluorofore navadno pripne ustrezna lipofilna veriga, 




Slika 11: primeri sond za označevanje lipidnih kapljic z emisijo v modrem (levo), zelenem (sredina) in oranžnem delu 
svetlobnega spektra (desno) (20). 
 
1.7 FLUOROFOR NA OSNOVI KUMARINSKEGA DERIVATA MEROCIANINA 
Na Fakulteti za farmacijo je bil pripravljen nov tip fluorofora, ki je nekakšen hibrid med 
kumarinom in merocianinom (slika 12). Prvotni namen je bil razširiti konjugiran sistem, da 
se ekscitacija in emisija pomakneta k višjim valovnim dolžinam, ki so pri fluorescenčni 
mikroskopiji bolj zaželene. Slednje je bilo uspešno izpolnjeno z uvedbo kratke polimetinske 
verige na mesto 3 kumarina, ki ima na koncu elektron-akceptorski barbiturat. Spekter 
ekscitacije in emisije se je res premaknil v rdeče, a je bil nov fluorofor zelo slabo topen v 
večini organskih topil. Slabše je bilo tudi označevanje celic s testiranim fluoroforom. Prav 
tako je bil izkoristek sinteze v predzadnjem in zadnjem koraku nizek.  
 
Slika 12: struktura (Z)-5-(3-(7-(dietilamino)-2-okso-2H-kromen-3-il)-3-metoksilaliliden)-1,3-dimetilpirimidin-
2,4,6(1H,3H,5H)-triona. Z zeleno barvo je označen kumarinski skelet in z modro del, ki pripada N,N-dimetilbarbiturni 
kislini. 
 
1.8 KOVALENTNI ZAVIRALCI 
Kovalentni zaviralci so molekule, ki se široko uporabljajo  kot biokemična orodja in 
terapevtska sredstva. V svoji strukturi imajo funkcionalno skupino z nizko reaktivnostjo, ki 
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se preko kovalentnih vezi vežejo na ciljni protein in preprečujejo njegovo delovanje (36). 
Vezava se ustvari v dveh korakih. Začne se s tvorjenjem reverzibilne vezi, zaključi pa se s 
tvorbo kovalentne vezi. Končno stanje se šteje za nepopravljivo, saj nastanek kompleksa 
zdravilo-protein preprečuje normalno delovanje proteina (37). Primer delovanja 
kovalentnega zaviralca je prikazan na sliki 13. 
 
Slika 13: primer delovanja cefalosporina kot kovalentnega zaviralca. Ta se na protein veže preko vezave na hidroksilno 
skupino serina. Nastane eterska vez, ogrodje cefalosporina pa se odpre. Ker je serinski ostanek ključen za delovanje encima, 
je funkcija slednjega preprečena. 
V grobem lahko kovalentne zaviralce delimo na dve skupini glede na to, ali je nastala 
kovalentna vez med zaviralcem in tarčo trajna (ireverzibilni kovalentni zaviralci) oz. ali se 
ta sčasoma cepi (reverzibilni kovalentni zaviralci) (slika 14) (27). Pri ireverzibilnih 
zaviralcih je nastala vez trajna, funkcija proteina pa se povrne šele, ko se ta ponovno 
sintetizira. Glede na sliko 14 ireverzibilne kovalentne zaviralce delimo na reagente, ki se jih 
uporabljajo za profiliranje proteinov, na afinitetne ligande, kjer nereaktivni del zaviralca 
usmeri bojno glavo k aktivnemu mestu na tarči, ter na zaviralce, odvisne od mehanizma ali 
t.i. samomorilske zaviralce (27, 38). 
 
Slika 14: pregled vrst kovalentnih zaviralcev (prirejeno po 27). 
 
Kovalentne zaviralce razvijajo že vrsto let. Kot prvi kovalentni zaviralec je bila na trgu 
acetilsalicilna kislina, ki se prodaja že od leta 1899. Skozi čas so začeli s sintezo novih in 
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optimizacijo že znanih zaviralcev. Glavne prednosti, ki jih imajo kovalentni zaviralci v 
primerjavi z drugimi zdravilnimi učinkovinami, so: 
 izboljšana učinkovitost delovanja, 
 nižji odmerki, 
 večja komplianca zaradi manj pogostega odmerjanja kot posledica daljšega učinka 
delovanja, 
 manjša možnost, da telo proti učinkovini tvori odpornost, 
 možnost vezave učinkovine na plitva vezavna mesta.  
Vse izmed naštetih prednosti so med seboj povezane. Imajo pa kovalentni zaviralci tudi 
svoje slabosti. Na primer lahko:  
 povzročijo nepričakovano toksičnost ali preobčutljivostno reakcijo, 
 lahko povzročajo z zdravilom povezano toksičnost, 
 učinkovine niso primerne za tarče, ki jih encimi hitro razgradijo (37).  
 
Kljub prvotnim dvomom s strani farmacevtske industrije glede razvoja kovalentnih 
zaviralcev se je njihov razvoj v zadnjih 50 letih močno povečal. Nekateri izmed bolj 
poznanih kovalentnih zaviralcev, prisotni na tržišču, so penicilin, acetilsalicilna kislina, 
omeprazol in fosfomicin. Njihove strukture so prikazane na sliki 15. 
 




2 NAMEN DELA 
V okviru magistrske naloge bomo poizkusili optimizirati zadnji dve stopnji sinteze 
fluorofora, opisanega v poglavju 1.7. Sinteza pri obeh stopnjah ni robustna, poleg tega so 
bili izkoristki sinteze majhni. Preizkusili bomo različne reakcijske pogoje, kot so različna 
topila in prisotnost baze (slika 16). Poleg tega bomo metilni skupini, prisotni pri osnovnem 
fluoroforu, zamenjali z večjima cikloheksilnima skupinama. Na ta način želimo povečati 
lipofilnost in tako izboljšat topnost v organskih topilih. 
 
Slika 16: načrt sinteze fluorofora s spremembo reakcijskih pogojev. 
V naslednjem delu bomo preizkusili, ali lahko to sintezno pot uporabimo za sintezo 
oksonolov, tako da se na (Z)-3-aril-3-kloropropenal vežeta dve barbiturni kislini (slika 17). 
Vsem pripravljenim fluoroforom bomo pomerili njihov absorpcijski in emisijski spekter. 
 
Slika 17: reakcija vezave dveh molekul barbiturne kisline na (Z)-3-aril-3-kloropropenal do produkta, ki sodi v skupino 
oksonolnih barvil. 
 
Kot zadnji del našega eksperimentalnega dela bomo ugotavljali, ali je izhodni (Z)-3-aril-3-
kloropropenal uporaben kot bojna glava, ki bi jo lahko uporabili pri kovalentnih 
ireverzibilnih zaviralcih. V ta namen bomo pripravili manjšo serijo aril-3-kloropropenalov z 
različnimi aromatskimi deli. Pripravljene spojine bodo testirane na različnih encimih, ki jih 
imamo na voljo na Fakulteti za farmacijo.  
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3 MATERIALI IN METODE  
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Reagenti in topila 
Med izdelavo magistrske naloge smo pri delu v laboratoriju uporabljali reagente in topila 
proizvajalcev Acros Organics, Alfa Aesar, Carlo Erba, Fluka, KSFE, MERCK, Sigma-
Aldrich in TCI.  
3.1.2 Laboratorijska oprema  
- Tehtnica METTLER AT261 Delta Range/FACT Analytical Balance 
- Tehtnica Mettler PM480 Delta range 
- Magnetno mešalo IKA RCT basic IKAMAGTM safety control 
- Toplotna pištola SKIL 8000 A1 
- Rotavapor BÜCHI R-215 
- UV svetilka CAMAG UV-Cabinet II (λ = 254/366 nm) 
 
3.2 METODE 
3.2.1 Tankoplastna kromatografija (TLC) 
Tankoplastno kromatografijo (TLC – angl. thin layer chromatograpy) smo uporabljali za 
sprotno analizo poteka sinteznih reakcij ter za izbiro mobilne faze za druge kromatografske 
metode. Kot stacionarno fazo smo uporabljali plošče Merck Kieselgel 60 F254 s silikagelom, 
nanesenim na aluminijast nosilec z dodanim fluorescenčnim indikatorjem. Kot mobilno fazo 
smo uporabljali predvsem etil acetat in heksan, tako posamezno in mešanice v različnih 
razmerjih. Spojine smo opazovali pri vidni in UV svetlobi. Pri vidni svetlobi smo za lažje 
opazovanje uporabljali orositvena reagenta ninhidrin in fosfomolibdat. Za opazovanje pod 
UV svetlobo smo uporabili svetlobo valovne dolžine 254 in 366 nm.  
 
3.2.2 Kolonska kromatografija 
Kolonsko kromatografijo smo uporabljali za izolacijo in čiščenje vmesnih in končnih 
produktov reakcij. Uporabljali smo kolone z različnimi premeri. Kot stacionarno fazo smo 
uporabljali silikagel 60 z velikostjo delcev 0,040 – 0,063 nm proizvajalca Merck. Kot 
mobilno fazo smo uporabljali organska topila, predvsem etil acetat in heksan, tako 
posamezno kot mešanice v primernih razmerjih. Odvisno od topnosti surovega produkta v 
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mobilni fazi smo le tega v kolono nanesli s suhim ali običajnim nanosom. Pri suhem nanosu 
smo surovi produkt raztopili v diklorometanu (DKM), dodali silikagel in uparili na 
rotavaporju. Pri običajnem nanosu smo surovi produkt raztopili v mobilni fazi in nanesli na 
kolono. 
 
3.2.3 Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
Jedrska magnetna resonanca (NMR – angl. nuclear magnetic resonance) smo uporabljali za 
potrjevanje strukture izoliranih spojin ter za potrditev njihove čistosti po izolaciji. Za 
izvedbo NMR smo uporabili aparat Bruker Avance III 400 na Fakulteti za farmacijo. 
Dobljene spektre smo analizirali z računalniškim programom MestReNova proizvajalca 
Mestrelab Research. 
 
3.2.4 Fluorescenčna spektroskopija 
Fluorescenčno spektroskopijo smo uporabili za določevanje emisijskih in ekscitacijskih 
spektrov spojin. Spektre smo posneli s spektrofotometrom PerkinElmer LS 55 na Fakulteti 
za farmacijo. Vzorce smo pred meritvijo razredčili v etanolu. Meritev smo posneli s 
ksenonsko žarnico kot virom ekscitacijske svetlobe.  
 
3.2.5 UV Spektrofotometrija 
UV spektrofotometrijo smo uporabili za merjenje absorbance svetlobe, ki prehaja skozi 
vzorec. Spektre smo posneli z Varian Cary 50 Bio UV-VIS spekrofotometrom na Fakulteti 
za farmacijo.  
 
3.2.6 Določanje tališča 
Temperature tališča vmesnih in končnih spojin smo določali na talilnem mikroskopu 
proizvajalca Kofler z ogrevalno mizico Reichert-Jung in termometrom proizvajalca 
Testoterm GmbH & Co na Fakulteti za farmacijo.  
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3.2.7 Programska oprema 
Za poimenovanje in risanje spojin ter kemijskih reakcij smo uporabili računalniški program 
ChemDraw 16.0 podjetja CambridgeSoft. Za obdelavo absorpcijskih, emisijskih in 






















4 EKSPERIMENTALNI DEL 








4.1.1 Sinteza 3-acetil-7-(dietilamino)-2H-kromen-2-ona (1) 
 
 
Reagent Masa ali volumen Množina Ekvivalent  
4-(dietilamino)-2-hidroksilbenzaldehid 1,90 g 30,5 mmol 1 
Etil 3-oksobutanon 7,09 g 61,0 mmol 2 
Piperidin 1,00 mL  
Etanol  30,00 mL 
 
V 250 ml bučko natehtamo 4-(dietilamino)-2-hidroksilbenzaldehid in etil 3-oksobutanon ter 
dodamo piperidin in etanol. Mešamo štiri ure pri temperaturi refluksa. Po štirih urah 
reakcijsko zmes ohladimo na sobno temperaturo in oborjen produkt izoliramo s filtracijo s 
presesavanjem. Oborino speremo s 50 mL 50 % etanola in posušimo.  
 
 PRODUKT
Kemijska formula: C15H17NO3 
Molekulska masa: 259,31 g/mol 
Izgled: zlati kristali 
Izkoristek: 7,23 g (80,4 %)
 





Reagent Masa ali volumen Množina 
3-acetil-7-(dietilamino)-2H-kromen-2-on (1) 3,20 g 12,34 mmol 
POCl3 4,50 mL 
Dimetilformamid 22,50 mL 
 
V 250 mL bučko odmerimo brezvodni dimetilformamid (DMF) in ohladimo na ledeni kopeli. 
Nato 15 minut po kapljicah med mešanjem dodajamo POCl3. Po 15 min dodamo spojino 1 in 
pustimo, da se temperatura zmesi dvigne na sobno temperaturo. Reakcijsko zmes nato mešamo 
24 ur pri 60 °C. Reakcijsko zmes ohladimo in jo po kapljicah dodajamo k nasičeni raztopini 
natrijevega karbonata. Potem ko preneha izhajati CO2, oborino filtriramo s presesavanjem in 
sušimo en dan na 60 °C. 
 
 PRODUKT 
Kemijska formula: C16H18ClNO3 
Molekulska masa: 307,77 g/mol 
Izgled: rdeč amorfen prah 
Ttališča: 150,2 °C – 156,2 °C 
Izkoristek: 1,25g (30,1 %) 
Rf: 0,84 (MF: EtOAc/heksan = 1:2) 
 
 REZULTAT MERITVE NMR 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ (ppm) = 10.26 (d, J = 6.9 Hz, 1H), 8.36 (s, 1H), 7.66 (d, J = 
6.9 Hz, 1H), 7.39 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 6.65 (dd, J = 9.0, 2.4 Hz, 1H), 6.46 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 
3.47 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 1.25 (t, J = 7.1 Hz, 6H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ (ppm) = 192.57, 158.53, 157.00, 152.92, 145.46, 145.00, 
131.13, 126.18, 112.98, 110.11, 108.46, 96.55, 45.30, 12.57. 
 





Reagent Masa ali volumen Množina Ekvivalent 
3-kloro-3-(7-)dietilamino)-2-okso-2H-
kromen-3-il)propanal (2) 
306,00 mg 1,0 mmol 1 
Metanol  30,00 mL  
Cezijev karbonat 1,06 g 3,25 mmol 3,25 
Kalijev karbonat 0,45 g 3,25 mmol 3,25 
Natrij 75,00 mg 3,25 mmol 3,25 
 
Vzamemo tri 50 mL bučke in vanje prenesemo metanol. Natehtamo posamezne baze in jih 
dodamo v bučke ter premešamo na magnetnem mešalu. Bučkam dodamo spojino 2 in pustimo 
mešati na sobni temperaturi. Glede na TLC analizo je profil produktov po enem dnevu enak, 
zato vse tri bučke združimo in odparimo topilo pod znižanim tlakom. Zaostanek suspendiramo 
v etil acetatu, ki ga speremo z vodo. Glede na TLC analizo večina produkta preide v vodno 





Reagent Masa ali volumen Množina Ekvivalent 
3-kloro-3-(7-(dietilamino)-2-okso-2H-
kromen-3-il)propanal (2) 
100,00 mg 0,33 mmol 1 
1,3-dicikloheksilpirimidin-
2,4,6(1H,3H,5H)-trion (5) 
95,62 mg 0,33 mmol 1 
Etanol 4,00 mL   
Diklorometan  4,00 mL in 5,00 mL 




Vzamemo tri 50 mL bučke, v katere vnesemo različne kombinacije topil: 1) 4 mL etanola in 1 
mL etanojske kisline, 2) 5 mL diklorometana, 3) 4 mL diklorometana in 1 mL etanojske kisline. 
Posamezne bučke vpnemo nad magnetno mešalo in dodamo spojino 5. Pustimo mešati 15 
minut, da se spojina 5 raztopi. Po 15 minutah dodamo natehtano spojino 2 in mešamo 24 ur. 
Glede na TLC analizo je profil produktov pri vseh treh reakcijskih pogojih primerljiv. Vsebine 
vseh treh bučk združimo in prenesemo v lij ločnik. Organsko fazo speremo z 10 % raztopino 
natrijevega karbonata in nasičeno raztopino NaCl. Organsko fazo nato sušimo z Na2SO4 in 
uparimo. Produkt takoj uporabimo v naslednji stopnji. 
 
 PRODUKT  
Kemijska formula: C32H38ClN3O5 
Molekulska masa: 580,12 g/mol 
Izgled: rdeč amorfen prah 
Izkoristek: 470,0 mg (80,1 %) 
Rf: 0,67 (MF: EtOAc/heksan = 1:4) 
 
 
 REZULTAT MERITVE NMR  
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ (ppm) = 8.91 (d, J = 13.6 Hz, 1H), 8.56 (d, J = 13.6 Hz, 1H), 
8.04 (s, 1H), 7.23 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 6.57 (dd, J = 8.9, 2.2 Hz, 1H), 6.51 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 
4.92 – 4.72 (m, 2H), 3.92 (s, 3H), 3.48 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 2.46 – 2.25 (m, 4H), 1.88 – 1.03 (m, 
12H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ (ppm) = 162.42, 161.36, 158.35, 157.00, 153.02, 151.55, 
151.41, 147.26, 145.65, 131.28, 123.95, 115.35, 114.39, 110.19, 109.02, 96.65, 45.33, 28.75, 
28.27, 12.61. 
HRMS (ESI): m/z izračunano za C22H22N3O5ClNa [M+Na]











Spojino 3 smo natehtali v 50 mL bučko in dodali 25 mL MeOH ter K2CO3.  Reakcijsko zmes 
smo mešali na sobni temperaturi preko noči. Nato smo topilo uparili pod znižanim tlakom in 
surov produkt čistili s kolonsko kromatografijo (suh nanos, mobilna faza etil acetat/heksan v 
razmerju 1:5 → 1:3). 
 
 PRODUKT  
Kemijska formula: C33H41N3O6 
Molekulska masa: 575,71 g/mol 
Izgled: rdeč amorfen prah 
Izkoristek: 470,0 mg (80,1 %) 
Rf: 0,67 (MF: EtOAc/heksan = 1:4) 
 
 REZULTAT MERITVE NMR  
1H NMR (400 MHz, TFA-d) δ = 9.55 (d, J = 11.6 Hz, 1H), 8.92 (s, 1H), 8.90 (d, J = 11.6 Hz, 
1H), 8.22 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.88 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.78 (dd, J = 8.5, 2.0 Hz, 1H), 4.97  –  
4.81 (m, 4H), 2.58 – 2.39 (m, 4H), 2.11 – 1.99 (m, 4H), 1.94 – 1.80 (m, 8H), 1.63 – 1.48 (m, 
4H), 1.44 (t, J = 7.2 Hz, 6H). 
13C NMR (101 MHz, TFA-d) δ = 167.04, 165.72, 162.52, 156.43, 154.03, 153.75, 147.72, 
146.49, 143.16, 135.25, 131.06, 127.73, 123.77, 122.43, 122.08, 113.42, 60.87, 60.21, 58.32, 
31.45, 31.39, 28.47, 27.18, 11.82. 
HRMS (ESI): m/z calcd for C32H39N3O5Cl [M+H]




4.1.6 Sinteza 1,3-dicikloheksildihidropirimidin-2,4,6(1H,3H,5H)-triona (5) 
 
 
Reagent Masa ali volumen Množina Ekvivalent 
Dicikloheksolmetandiimin 16,50 g 80,0 mmol 2 
Malonska kislina 4,16 g 40,0 mmol 1 
Tetrahidrofuran  100,0 mL  
 
Malonsko kislino raztopimo v tetrahidrofuranu in ohladimo na ledeni kopeli. Med mešanjem 
po kapljicah dodamo raztopino dicikloheksilkarbodiimida v tetrahidrofuranu. Po dodatku 
pustimo, da temperatura reakcijske zmesi doseže sobno temperaturo, in mešamo še 24 ur. 
Izoborjeno dicikloheksilsečnino odfiltriramo, filtratu pa uparimo topilo. 
 
 PRODUKT 
Kemijska formula: C25H24N4O6 
Molekulska masa: 292,18 g/mol 
Izgled: beli kristali 
Izkoristek: 1,80 g (8,7 %) 
Ttališča: 137,8 °C – 143,8 °C 
 
 
 REZULTAT MERITVE NMR 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ (ppm) = 4.59 (tt, J = 12.2, 3.7 Hz, 2H), 3.60 (s, 2H), 2.25 (qd, 
J = 12.4, 3.4 Hz, 4H), 1.88 – 1.77 (d, J = 13.3 Hz, 4H), 1.73 – 1.55 (m, 6H), 1.45 – 1.08 (m, 
6H). NMR se sklada z opisanim v literaturi. 
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4.2.1 Sinteza 1-(4-(but-1-in-1-il)fenil)etan-1-ona (6) 
 
 
Reagent Masa ali volumen Množina Ekvivalent 
Piceol 3,00 g 22,0 mmol 1 
3-bromopropin 2,37 g 22,0 mmol 1 
Kalijev karbonat 6,07 g 43,92 mmol 2 
Acetonitril  30,00 mL  
 
V 100 mL bučko natehtamo piceol in kalijev karbonat. Ko se premešata, dodamo 3-
bromopropin  in acetonitril. Zmes mešamo na 60 °C 48 ur. Reakcijski zmesi uparimo topilo in 
zaostanek suspendiramo v 100 mL EtOAc. Izolacijo spojine 6 naredimo v liju ločniku, pri 
čemer ločujemo vodno in oljno fazo. Vodno fazo odstranimo, da v liju ločniku ostane zgolj 
organska faza. To dodatno speremo še dvakrat, da ves fenol, ki je ostal v organski fazi, preide 
v vodno fazo. V naslednjem koraku speremo s kalijevim karbonatom in amonijevim kloridom, 
da vse soli in hidrofilni produkti prehajajo iz organske faze. Naš iskani produkt prehaja v oljno 






Kemijska formula: C12H12O 
Molekulska masa: 172,23 g/mol 
Izgled: beli kristalčki 
Izkoristek: 3,45 g (30,2 %) 
Rf: 0,87 (MF: EtOA/heksan = 1:2) 
Ttališča: 59,6 °C – 61,2 °C 
 
 REZULTAT MERITVE NMR 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ (ppm) =  7.99 – 7.92 (m, 2H), 7.05 – 6.98 (m, 2H), 4.76 (d, J 
= 2.4 Hz, 2H), 2.57 (s, 1H), 2.55 (t, J = 2.4 Hz, 1H).  
 
4.2.2 Sinteza 3-kloro-3-(4-(prop-2-in-1-iloksi)fenil)propanala (7) 
 
 
Reagent Masa ali volumen Množina Ekvivalent 
1-(4-(but-1-in-1-il)fenil)etan-1-on (6) 3,00 g 17,2 mmol  
Fosforil klorid 6,31 mL 0,069 mmol 4 
Dimetilformamid (DMF) 20,0 mL  
 
Brezvodni DMF ohladimo na ledeni kopeli in med mešanjem po kapljicah dodamo POCl3. Po 
dodatku mešamo še 15 min in nato dodamo spojino 6. Reakcijsko zmes mešamo na 60 °C 24 
ur. Reakcijsko zmes ohladimo na sobno temperaturo in po kapljicah dodamo zmesi EtOAc (70 
mL) in nasičeno raztopino NaHCO3 (70 mL). Preverimo pH vodne raztopine in dodamo še 
toliko nasičene raztopine NaHCO3, da raztopina ni več kisla (pH nad 7). Ko CO2 preneha 
izhajati, prenesemo zmes v lij ločnik in organsko fazo speremo z vodo (5 × 30 mL) in nasičeno 
raztopino NaCl (30 mL). Organsko fazo sušimo z Na2SO4 in uparimo topilo pod znižanim 
tlakom. Surov produkt čistimo s kolonsko kromatografijo (suh nanos, mobilna faza etil acetat/ 




Kemijska formula: C12H11ClO 
Molekulska masa: 22,67 g/mol 
Izgled: rjavi kristalčki 
Ttališča: 84,2 °C – 90,2 °C 
Izkoristek: 0,45 g (15,0 %) 
Rf: 0,97 (MF: EtOAc/heksan = 2:1) 
 
 REZULTAT MERITEV NMR 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ (ppm) = 191.51, 160.47, 151.91, 128.98, 128.48, 122.84, 






Reagent Masa ali volumen Množina Ekvivalent 
3-kloro-3-(4-(prop-2-in-1-
iloksi)fenil)propanal (7) 
220,00 mg 1,00 mmol 1 
1,3-dimetilpirimidin-2,4,6(1H,3H,5H)-
trion  
343,00 mg 2,20 mmol 2,2 
Natrij 69,00 mg 3,00 mmol 3 
Metanol 15,00 mL   
N,N–diizopropiletilamin (DIPEA) 522,00 μL 3 






Testiramo reakcijske pogoje: 
A) Metanolu dodamo natrij in počakamo, da se ves natrij raztopi. Nato dodamo N,N-
dimetilbarbiturno kislino in spojino 7 ter pustimo mešati na sobni temperaturi dva dni.  
B) Spojino 7, 1,3-dimetilpirimidin-2,4,6(1H,3H,5H)-trion in DIPEA raztopimo v 
acetonitrilu in mešamo na sobni temperaturi dva dni.  
Glede na TLC analizo ugotovimo, da reakcija, pri kateri smo uporabili metanol in natrij, ne 
poteče do konca, medtem ko reakcija z acetonitrilom in DIPEA poteče. 
 
 PRODUKT 
Kemijska formula: C25H24N4O6 
Molekulska masa: 476,17 g/mol 















4.3 SINTEZA POTENCIALNIH KOVALENTNIH ZAVIRALCEV 
4.3.1 Sinteza (Z)-3-kloro-3-naftalen-2-il)akrilaldehida (9) in (Z)-N-(3-kloro-3-(naftalen-2-
il)aliliden-N-metilmetamin klorida (9-imin) 
 
 
Reagent Masa ali volumen Množina 
1-(naftalen-2-il)etan-1-on 1,70 g 10,0 mmol 
Fosforil klorid 3,74 mL 40,0 mmol 
Dimetilformamid (DMF) 15,55 mL 200,0 mmol 
 
Pri sintezi spojine 9 smo uporabili isti postopek kot pri sintezi spojine 7. Surov produkt čistimo 
s kolonsko kromatografijo (suh nanos, mobilna faza etil acetat/ heksan = 1:6). Spojino 9-imin 
izoliramo tako, da odfiltriramo oborino, ki nastane po dodatku POCl3 raztopini 1-(naftalen-2-
il)etan-1-ona v DMF. Oborino speremo z etrom (30 mL). 
 
 PRODUKT 9 
Kemijska formula: C13H9ClO 
Molekulska masa: 216,66 g/mol 
Izgled: bledo rumeni kristali 
Ttališča: 45,2 °C – 51,2 °C 
Izkoristek: 0,55 g (32,3 %) 





Molekulska masa: 244,74 g/mol 
Ttališča: 150,0 °C – 156,0 °C  






 REZULTAT MERITVE NMR 
NMR SPOJINE 9 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ (ppm) = 10.25 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 8.32 – 8.24 (m, 1H), 7.91 – 
7.85  (m, 1H), 7.85 – 7.85  (m, 2H), 7.68 (dd, J = 8.8, 2.0 Hz, 1H), 7.61 – 7.50 (m, 2H), 6.77 
(d, J = 6.8 Hz, 1H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ (ppm) = 191.45, 152.10, 134.74, 132.74, 132.55, 129.21, 
128.74, 128.50, 128.35, 127.76, 127.26, 124.56, 123.09. 
NMR SPOJINE 9-imin 
1H NMR (400 MHz, TFA-d) δ (ppm) = 8.93 (d, J = 10.4 Hz, 1H), 8.61 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 
8.02 – 7.94 (t, J = 8.3 Hz, 2H), 7.94 – 7.87 (m, 2H), 7.73 – 7.68 (m, 1H), 7.67 – 7.60 (m, 1H), 
7.45 (d, J = 10.4 Hz, 1H), 3.88 (s, 3H), 3.75 (s, 3H). 
13C NMR (101 MHz, TFA-d) δ (ppm)  = 168.22, 168.06, 139.24, 135.47, 134.67, 133.94, 
132.92, 132.44, 132.08, 130.51, 130.35, 125.09, 114.71, 52.06, 43.67. 
 
4.3.2 Sinteza (Z)-3-kloro-3-fenilakrilaldehida (10) 
 
 
Reagent Masa ali volumen Množina 
Acetofenon  1,17 mL 10,0 mmol 
Fosforil klorid 3,74 mL 40,0 mmol 
Dimetilformamid (DMF) 15,55 mL 200,0 mmol 
 
Pri sintezi spojine 10 smo uporabili isti postopek kot pri sintezi spojine 7. Surov produkt čistimo 





Kemijska formula: C9H7ClO 
Molekulska masa: 166,60 g/mol 
 
Izgled: rjava tekočina 
Rf = 0,95 (MF: EtOAc/heksan = 1:4) 
 
 REZULTAT MERITVE NMR 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ (ppm)  = 10.22 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 7.79 – 7.71 (m, 2H), 7.57 
– 7.39 (m, 3H), 6.67 (d, J = 6.8 Hz, 1H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ (ppm)  = 191.52, 152.36, 135.67, 131.94, 128.99, 127.30, 
124.55. 
 
4.3.3 Sinteza (Z)-3-kloro-3-(4-(dimetilamino)fenil)akrilaldehida (11) 
 
 
Reagent Masa ali volumen Množina 
4-dimetilaminoacetofenon 1,63 g 10,0 mmol 
Fosforil klorid 3,74 mL 40,0 mmol 
Dimetilformamid  15,55 mL 200,0 mmol 
 
Pri sintezi spojine 11 smo uporabili isti postopek kot pri sintezi spojine 7. Surov produkt čistimo 
s kolonsko kromatografijo (suh nanos, mobilna faza etil acetat/ heksan = 1:4 → 1:1). Izoliramo 







Kemijska formula: C11H12ClNO 
Molekulska masa: 251,71 g/mol 
Izgled: rumeni kristali 
Ttališča: 97,5 °C – 103,5 °C  
Rf = 0,64 (MF: EtOAc/heksan = 1:4) 
 PRODUKT 11
 
Kemijska formula: C11H12ClNO 
Molekulska masa: 209,76 g/mol 
Izgled: modro vijolični kristali 
Ttališča: 90,2 °C – 93,6 °C 
Izkoristek: 1,25 g (76,7 %) 
Rf = 0,81 (MF: EtOAc/heksan = 1:4) 
 
 
 REZULTAT MERITEV NMR 
NMR SPOJINE 11 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ (ppm)  = 10.16 (d, J = 7.1 Hz, 1H), 7.72 – 7.66 (m, 2H), 6.71 
– 6.66 (m, 2H), 6.59 (d, J = 7.1 Hz, 1H), 3.07 (s, 6H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ (ppm)  = 191.87, 153.30, 152.85, 129.07, 121.92, 119.83, 
111.49, 40.21. 
NMR SPOJINE 11-2L 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ (ppm)  = 10.18 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 10.08 (s, 1H), 8.17 (d, J = 
2.4 Hz, 1H), 7.78 (dd, J = 8.9, 2.4 Hz, 1H), 7.00 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 6.63 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 
3.08 (s, 1H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ (ppm)  = 191.42, 189.29, 156.12, 151.30, 132.94, 132.30, 






4.3.4 Sinteza (Z)-3-kloro-3-(4-metoksifenil)akrilaldehida (12) 
 
 
Reagent Masa ali volumen Množina 
4-metoskiacetofenon 1,50 g 10,0 mmol 
Fosforilklorid 3,74 mL 40,0 mmol 
Dimetilformamid  15,55 mL 200,0 mmol 
 
Pri sintezi spojine 12 smo uporabili isti postopek kot pri sintezi spojine 7. Surov produkt čistimo 
s kolonsko kromatografijo (suh nanos, mobilna faza etil acetat/ heksan = 1:4).  
 
 PRODUKT 
Kemijska formula: C10H9ClO2 
Molekulska masa: 196,63 g/mol 
Izgled: modro vijolični kristali 
Ttališča: 45,5 °C – 49,7 °C 
Izkoristek: 0,65 g (43,3 %) 
Rf = 0,79 (MF: EtOAc/heksan = 1:4) 
 
 REZULTAT MERITEV NMR 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ (ppm) = 10.18 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 7.76 – 7.68 (m, 2H), 6.99 – 
6.91 (m, 2H), 6.60 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 3.86 (s, 3H). 






4.3.5 Sinteza (Z)-1-(1-klorobutan-1,3-dien-1-il)-4-nitrobenzena (13) 
 
  
Reagent Masa ali volumen Množina 
4-nitroacetofenon 1,65 g 10,0 mmol 
Fosforilklorid 3,74 mL 40,0 mmol 
Dimetilformamid  15,55 mL 200,0 mmol 
 
Pri sintezi spojine 13 smo uporabili isti postopek kot pri sintezi spojine 7. Surov produkt čistimo 
s kolonsko kromatografijo (suh nanos, mobilna faza etil acetat/ heksan = 1:2). Spojino 13-imin 
izoliramo tako, da odfiltriramo oborino, ki nastane po dodatku POCl3 raztopini 4-
nitroacetofenona v DMF. Oborino speremo z etrom (30 mL). 
 
 PRODUKT 13
Kemijska formula: C10H8ClNO2 Molekulska masa: 209,63 g/mol 
 PRODUKT 13-imin 
Kemijska formula: C11H12ClN2O2 
Molekulska masa: 239,68 g/mol 
Izgled: bledo rumeni kristalči  
Ttališča: 160,0 °C – 166,0 °C  
Izkoristek: 0,46 g 
 
 REZULTAT MERITEV NMR 
NMR SPOJINA 13 
1H NMR (400 MHz, DMSO) δ (ppm) = 10.12 (d, J = 6.6 Hz, 1H), 8.34 – 8.27 (m, 2H), 8.17 
– 8.07 (m, 2H), 7.06 (d, J = 6.6 Hz, 1H). 
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13C NMR (101 MHz, DMSO) δ (ppm) = 192.02, 149.38, 148.33, 141.12, 129.08, 127.28, 
124.37. 
NMR SPOJINA 13-imin 
1H NMR (400 MHz, TFA-d) δ (ppm)  = 9.14 (dt, J = 10.2, 0.7 Hz, 1H), 8.65 – 8.57 (m, 2H), 
8.38 – 8.29 (m, 2H), 7.68 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 4.11 (s, 1H), 3.99 (d, J = 0.7 Hz, 1H). 
13C NMR (101 MHz, TFA-d) δ (ppm) = 168.79, 163.81, 153.36, 143.69, 132.51, 127.21, 
119.17, 53.11, 45.03. 
 
4.4 MERITEV ABSORBANCE 
Po opravljenemu sinteznemu eksperimentalnem delu smo opravili meritve absorbance. Spekter 
absorbance smo posneli za spojino 4 (slika 18). Pred meritvami smo spojino 4 raztopili v 
etanolu ter pripravili raztopine s koncentracijami od 10-4 M do 10-7 M. Za meritev absorbance 
smo izbrali koncentracijo 10-5, saj smo predpostavili, da absorbanca ne bo presegla vrednosti 1 
(slika 19). Spojina 4 ima absorpcijski maksimum pri  625 nm, medtem ko je absorpcija pod 500 
nm relativno šibka, zato je spojina intenzivne modre barve. 
                  
Slika 18: struktura spojine 4. 
 



















4.5 MERITVE FLUORESCENCE 
Poleg meritev absorbance smo merili tudi emisijski spekter za spojino 4. Pred meritvami smo 
spojino 4 raztopili v etanolu ter pripravili raztopine s koncentracijami od 10-4 M do 10-7 M. Za 
meritev fluorescence smo izbrali koncentracijo 10-7, saj smo predpostavili, da bo ta 
koncentracija dovolj nizka za kakovosten spekter. Spekter emisije je označen z oranžno, spekter 
ekscitacije pa z modro barvo, spektra pa sta normalizirana (slika 20). 
 
 





















5 REZULTATI TESTIRANJA NA IZBRANIH ENCIMIH 
Poleg meritev fluorescence in absorbance nas je zanimalo tudi, ali bi lahko 3-aril-3-
kloropropenal služil kot bojna glava, okoli katere bi lahko nato razvili kovalenten zaviralec. 
Testi so bili opravili na štirih encimih: 
- Humana monoamino oksidaza A (hMAO-A – angl. human monoamine oxidase A) 
- Humana monoamino oksidaza B (hMAO-B – angl. human monoamine oxidase B) 
- Humana acetilholin esteraza (hAChE – angl. human acetylcholinesterase) 
- Humana butirilholin esteraza (hBChE – angl. human butyrylcholinesterase) 
Testiranje na humanih encimih je bilo opravljeno na Fakulteti za farmacijo. Testiranje je opravil 
Doc. dr. Damijan Knez, mag. farm. 
 
5.1 MERITVE ZAVIRALNIH LASTNOSTI (Z)-3-ARIL-3-KLOROPROPENALOV 
Testiranje zaviralcev so opravili po dveh različnih metodah. V kolikšni meri so spojine zaviralci 
holin esteraz (hAChE in hBChE), so določali z metodo po Ellmanu. Natančen postopek 
testiranja je zapisan v prilogi 1. V kolikšni meri so spojine zaviralci monoamino oksidaz 
(hMAO-A in hMAO-B), pa so določali z metodo opisano v Knez et al. Natančen postopek 
testiranja je opisan v prilogi 2.  
Meritve so opravili na enajstih oblikah končno sintetiziranih spojin. Rezultati meritev so opisani 
v tabeli 1. Testiranje so želeli opraviti tudi na spojini 11, vendar se je barva spojine spremenila 
iz rumene v črno. Iz tega razloga smo predvidevali, da je spojina najverjetneje med 
shranjevanjem razpadla, zaradi česar testiranja na njej nismo opravili. 
Za večino spojin je podana rezidualno aktivnost (RA – angl. rezidual activity), ki je bila 
izračunana preko enačbe 8, kjer je b vrednost slepe, vi hitrost v prisotnosti preizkušanih spojin, 
v0 pa hitrost katalize brez testirane spojine (doda se le topilo, v katerem testirana spojina 
raztopljena). Ker testiramo kovalentne zaviralce, je encim predhodno inkubiran z izbranimi 









Tabela 1: prikaz testiranih (Z)-3-aril-3-kloropropenalov in rezultati njihove zaviralne aktivnosti za encime hMAO-A, hMAO-
B, hAChE in hBChE.
Spojina Struktura 
hMAO-A 


























51.7 ± 2.4 % 
IC50 = 101.7 






24.8 ± 0.1 % 
IC50 = 1.84 ± 
0.69 µM 
Vrh = 0.7 
Non-TD 




49.4 ± 0.5 % 
IC50 = 69.80 
± 9.86 µM 
Vrh = 1.7 
Non-TD 
7.1 ± 0.2 % 
IC50 = 6.44 ± 
0.78 µM 
Vrh = 1.0 
Non-TD 




18.3 ± 0.6  % 
IC50 = 28.34 
± 2.48 µM 
Vrh = 1.3 
Non-TD 
30.5 ±0.6% 
IC50 = 30.68 
±3.52 µM 
Vrh = 1.2 
Non-TD 
12.1 ±3.8% 
IC50 = 33.90 
±11.35 µM 
Vrh = 1.2 
9.3 ±1.2% 
IC50 = 21.15 
±2.76 µM 







IC50 = 52.31 
±2.46 µM 
Vrh = 1.7 
Non-TD 
41.1 ±0.8% 
IC50 = 47.76 
±6.22 µM 




IC50 = 36.98 
±5.44 µM 















IC50 = 55.90 
±17.28 µM 






IC50 = 15.65 
±2.61 µM 
Vrh = 1.6 
Non-TD 
26.3 ±1.8% 
IC50 = 23.49 
±5.83 µM 
Vrh = 1.6 
Non-TD 






IC50 = 30.94 
±4.46 µM 
Vrh = 1.2 
Non-TD 







IC50 = 72.61 
±5.35 µM 
Vrh = 1.8 
Non-TD 
15.5 ±0.1% 
IC50 = 27.66 
±2.35 µM 
Vrh = 1.3 
Non-TD 





IC50 = 66.44 
±16.6 µM 
Vrh = 1.5 
Non-TD 
10.4 ±0.2% 
IC50 = 21.59 
±1.52 µM 
Vrh = 1.2 
Non-TD 
36.9 ±1.3% 
IC50 = 28.98 
±5.18 µM 




5.2 REZULTATI TESTA REVERZIBILNOSTI 
Test reverzibilnosti na hMAO-A je pokazal, da je spojina 11-2L slab kovalentni zaviralec 
encima. Kot kontrolo smo uporabili klorgilin, ki je znani zaviralec MOA (23). Test 
reverzibilnosti, opravljen na hMAO-B, je pokazal, da tudi druge spojine iz te serije, ki smo jih 
testirali kot potencialne kovalentne zaviralce, niso imeli spodbudnih zaviralnih lastnosti. Kot 
kontrolo smo uporabili L-deprenil, ki je selektivni zaviralec hMAO-B (24). Od izoliranih spojin 
so največji potencial pokazale spojine 2, 9-imin in 13. Vendar pa je po njihovi vezavi aktivnost 
encima prevelika, da bi bilo smiselno nadaljevati razvoj na podlagi predlagane bojne glave.  
 
Slika 21: rezultati testa reverzibilnosti za hMAO-A (levo) in hMAO-B (desno). 
 










Slika 22: rezultat analize rezidualne aktivnosti v odvisnosti od koncentracije za spojine 1) 2, 2) 7, 3) 9, 4) 9-imin, 5) 11-2L, 6) 













Slika 23: rezultat analize rezidualne aktivnosti v odvisnosti od koncentracije za spojine 1) 2, 2) 7, 3) 9, 4) 9-imin, 5) 11-2L, 6) 
13, 7) 13-imin, izmerjene na MAO-B. 
 
  










6 REZULTATI IN RAZPRAVA 
6.1 SINTEZA  (E)-1,3-DICIKLOHEKSIL-5-(3-(7-(DIETILAMINO)-2-OKSO-2H-
KROMEN-3-IL)-3-METOKSIALILIDEN)PIRIMIDIN-2,4,6(1H,3H,5H)-TRIONA (4) 
Sinteza spojine 4 je potekala v treh stopnjah, katerih končen cilj je bila sinteza bolj lipofilnega 
fluorofora z višjim izkoristkom. Zadnji dve stopnji sinteze (slika 25 A), ki je bila prvič 
uporabljena za sintezo tega tipa fluorofora, sta namreč potekli z zelo slabimi izkoristki, zato 
smo ju želeli optimizirati. Najprej smo preizkusili novo strategijo, pri čemer bi najprej uvedli 
metoksi skupino, nato pa izvedli reakcijo z barbiturno kislino (Slika 25 B). Vendar reakcija v 
prvi stopnji te sinteze ni potekla do želenega produkta 
 
Slika 25: A) Zadnji stopnji sinteze novega fluorofora 4, ki je bila razvita pred magistrsko nalogo in poteče s slabimi izkoristki. 
B) Načrtovana sinteza, pri katerih smo želeli izboljšati izkoristke. 
 
Ker nova sintezna pot ni dala želenega produkta, smo se odločili optimizirati sintezo, ki je bila 
uporabljena pri prvi sintezi tovrstnega fluorofora.  Reakcijo najprej izvedemo v acetonitrilu, za 
bazo pa uporabimo DIPEA. Sklepali smo, da je namen baze, da odcepi kisli proton metilenski 
skupini barbiturne kisline in tako poveča nukleofilnost. Težava je v tem, da ima spojina 4 dve 
elektrofilni mesti, s katerima lahko barbiturna kislina reagira, pri čemer nastane zelo slabo topen 
oksonolni derivat, vsaj takšno strukturo nakazujejo meritve masne spektrometrije (slika 26). 
 
Slika 26: Načrtovana sinteza in predvidena produkta glede na rezultat meritev masne spektroskopije. 
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Ker smo v prvi fazi reakcijo opravili pod bazičnimi pogoji, smo se odločili, da namesto baze 
uporabimo kislino oz. reakcijo izvedemo brez baze ali kisline. Preizkusili smo dve različni topili 
(etanol in DKM) ob prisotnosti etanojske kisline in brez nje. Naredili smo TLC analizo in 
ugotovili, da vse možnosti dajo primerljivi rezultat, zato smo vse faze združili. Nastane 
vijolično obarvana snov brez stranskega produkta, ki nastane ob prisotnosti baze. Našo željeno 
spojino smo izolirali, potem pa v zadnjemu koraku sinteze reagirali še z metanolom, da smo 
namesto klora v strukturo uvedli metoksi skupino. Pri tem glede na literaturo poteče prehod iz 
Z konfiguracije dvojne vezi v E. Končni produkt je intenzivne modre barve, ki močno 
fluorescira v rdeči barvi ob vzbujanju z 366 nm. Z uvedbo cikloheksilnih skupin smo prav tako 
močno povečali topnost v nepolarnih organskih topilih, kar je olajšalo izolacijo, obenem pa je 
spojina 4 dober kandidat kot fluorescentna sonda za označevanje lipidnih kapljic. Te imajo zelo 
lipofilno notranjost, kamor se ujamejo lipofilne sonde. 
 
 
Slika 27: fluorescenca spojine 4 pri koncentraciji 10-3 M (levo), 10-4 M (sredina) in 10-5 M (desno). 
 
6.2 SPEKTER FLUORESCENCE IN ABSORBANCE SPOJINE 4 
Pri končnemu produktu smo pomerili spektra absorbance in fluorescence. Za te teste smo 
spojino 4 raztopili v etanolu, da bi pripravili raztopine različnih koncentracij. Z nižanjem 




Slika 28: redčitve spojine 4 v etanolu. Koncentracije si od leve proti desni sledijo: 10-3 M, 10-4 M, 10-5 M, 10-6 M in 10-7 M. 
 
Pri merjenju absorbance smo želeli, da bi bile njene vrednosti med 0,4 in 0,6, kar smo tudi 
dosegli s koncentracijo 10-5 M. Prav tako pa smo opravili merjenje fluorescence, kjer smo 
pomerili spektra ekscitacije in emisije. Meritve za spojino 4 smo opravili pri koncentraciji 10-7 
M. V tem primeru sta vrhova ekscitacije in emisije blizu, kar pomeni, da spojina nima velikega 
Stokes-ovega premika. Ker ima spojina 4 še nekaj emisije pri 775 nm, bi bila morda primerna 
tudi za superresolucijski mikroskop, ki uporablja STED laser pri 775 nm. Takšnega imajo tudi 
na Institutu Jožefa Stefana in bodo v prihodnosti sondo 4 preizkusili na omenjenem 
mikroskopu. Tedaj bo tudi znano, kakšne fotofizikalne lastnosti ima sonda 4 in ali označuje 
lipidne kapljice, kot smo načrtovali. 
 
6.3 NOVA SPOZNANJA GLEDE SKTRUKTURE SPOJINE 4 
Konfiguracijo dvojne vezi, ki povezuje kumarin in barbiturno kislino, smo predvidevali na 
podlagi literature (Clough et al, 35), vendar na podlagi enostavnih 1H in 13C NMR 
eksperimentov se tega ne da potrditi. Dr. Aljoša Bolje je nato uspel pridobiti kristale spojine 4, 
s katerimi so nato z retngenskim difraktometrom določili strukturo spojine 4, ki se razlikuje od 




Slika 29: predvidena (levo) in dejanska (desno) struktura spojine 4. 
 
Tako se je izkazalo, da spojina 4 pravzaprav sodi med merocianine. Predvidena in dejanska 
struktura imata enako bruto formulo in posledično molekulsko maso, zato na podlagi MS 
analize ni bilo moč predvideti prave strukture. Prav tako je napoved za kemijski premik in 
sklopitve v 1H in 13C NMR spektru za obe spojini zelo podoben, zato je v začetku prišlo do 
napačne določitve strukture. Pretvorba iz kumarina v merocianin se najverjetneje zgodi v zadnji 





Pri sintezi spojine 4 nastaja poleg glavnega tudi neželen produkt, ki ima glede na rezultat masne 
spektroskopije na strukturo vezani dve barbiturni kislini. Ta spojina sodi v skupino oksonolnih 
barvil/fluoroforov. Zato smo želeli preveriti, ali bi lahko bila to nova sintezna pot do omenjenih 
barvil. Namesto kumarina smo izbrali fenil, kamor smo na para mesto uvedli 
metoksipropargilno skupino. Trojno vez te skupine bi lahko kasneje uporabili za pripenjanje 
azidov s t.i. »klik« reakcijo.  Ob prisotnosti DIPEA smo na strukturo spojine 8 uspešno uvedli 
dve barbiturni skupini. Obarvanje vodnih raztopin s produktom spojine 8 je odvisno od pH, saj 
produkt vsebuje kislo OH skupino, ki je v odvisnosti od pH lahko v protonirani ali neprotonirani 




Slika 30: struktura spojine 8, pri čemer rdeče označen del prikazuje ogrodje oksonola, z modro pa je obkrožen kisla OH skupina 
(zgoraj). Spodaj je prikazan rezultat reakcije spojine 8 s HCl (levo) in NaOH (desno). 
 
Reakcijo smo ponovili še pri različnih reakcijskih pogojih. Pri prvemu poskusu smo uporabili 
metanol in natijev metoksid, v drugemu pa acetonitril in DIPEA. Sintezna pot, pri kateri smo 
kot topilo uporabili metanol, sploh ni potekla do konca. Sintezna pot, pri kateri smo uporabili 
acetonitril, pa je potekla do konca. Nastala je zmes, ki se je obarvala močno rdeče, vendar se 
ob dodatku kisline barva raztopine spremeni v rumeno (slika 30). Sintezna pot, ki smo jo razvili, 
je uspešna in ponovljiva, vendar končni produkt pod UV svetlobo ne fluorescira, zato nismo 
sintetizirali še dodatnih derivatov. Med znanimi oksonolnimi barvili nismo zasledili, da bi 
katero imelo na konjugiran sistem vezan aromat kot v našem primeru in to je verjetno razlog za 
odsotnost fluorescence.  
 
6.5 SINTEZA (Z)-3-ARIL-3-KLOROPROPENALOV  
Do nedavnega je razvoj kovalentnih zaviralcev potekal tako, da je bil najprej razvit 
nekovalenten zaviralec, na katerega so nato pripeli bojno glavo. Bojna glava je reaktivna 
skupina, ki reagira s tarčo (npr. encimom) in tako ustavi njeno funkcijo. Pri našem pristopu pa 
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smo najprej manjše reaktivne fragmente testirali na tarči (npr. encimu ali receptorju) in tiste 
fragmente, kjer zaznamo in potrdimo kovalentno zaviranje, razvijemo dalje. V nadaljnjih 
stopnjah razvoja jim povečamo selektivnost in učinkovitost. Po pregledu literature smo 
ugotovili, da 3-kloroakrilaldehidov še niso uporabili kot bojne glave. Zato smo pripravili nekaj 
enostavnih 3-kloro-3-aril-akrilaldehidov, ki so se razlikovali v aromatskem delu. Uporabili smo 
aromate z elektron-donorskimi in elektron-akceptorskimi skupinami. V dveh primerih nam je 
uspelo izolirati iminijevo sol, ki je vmesni produkt sinteze. To nam je uspelo zato, ker je pri 
dveh reakcijah prišlo do nastanka oborine. Najprej se je to zgodilo pri reakciji, katere končni 
produkt je bila spojina 9. V tem primeru smo spojino 9 filtrirali s presesavanjem, pri čemer je 
na filtrirnem papirju ostala oborina v obliki iminijeve soli. Aldehid dobimo tako, da iminijevi 
soli dodamo nasičeno raztopino NaHCO3, tako da poteče hidroliza do ustreznega aldehida (26).  
 
 
Slika 31: sinteza iminijevega kationa spojine 9-imin in hidroliza do aldehida in končne 9. Načeloma iminijeve soli nismo 
izolirali. 
 
Posebnost pri teh sinteznih reakcijah je bila tudi reakcija, katere končni produkt je spojina 11-
2L. Pri reakciji smo izolirali dve spojini, spojino 11 in 11-2L. NMR analiza je kasneje pokazala, 
da spojin 11-2L predstavlja naš želen produkt, spojina 11 pa stranski produkt, ki ima vezano 
dodatno formilno skupino. Dodatna formilna skupina se uvede zato, ker se iste reakcijske 
pogoje uporablja tudi za uvedbo aldehidne skupine direktno na aromatski obroč. V našem 
primeru imamo na aromatskem obroču dimetilaminsko skupino, ki aktivira aromatski obroč za 
elektrofilno aromatsko substitucijo. Spojina 11 je bila pri sobnih pogojih nestabilna, zaradi 
česar bi jo morali shranjevati na temnem in pri nižjih temperaturah. 
 




6.6  TEST POTENCIALNIH KOVALENTNIH ZAVIRALCEV 
Končni produkti sinteznih reakcij so bili testirani na človeških encimih MAO-A, MAO-B, 
BChE in AChE. Namen testiranja je bil ugotoviti, ali bi lahko bil (Z)-3-aril-3-kloropropenal 
bojna glava, okoli katere bi lahko načrtovali nove kovalentne zaviralce.  
Večina testiranih spojin ni izkazovala zaviralnega učinka na testirane encime, nekatere pa 
šibkega. Po različno dolgi preinkubaciji encimov z (Z)-3-aril-3-kloropropenali maksimalna 
hitrost encimske reakcije, kot je razvidno iz krivulj, ni padla. To pomeni, da zaviralna aktivnost 
ni odvisna od kovalentne vezi med encimom in (Z)-3-aril-3-kloropropenali, ampak gre za 
nekovalentne interakcije. Lahko zaključimo, da (Z)-3-aril-3-kloropropenali niso primerni kot 







V okviru magistrske naloge smo želeli optimizirati sintezo kumarinskega derivata merocianina 
in izboljšati njegovo topnost v nepolarnih topilih. Ugotovili smo, da za reakcijo med aldehidom 
2 in derivatom barbiturne kisline 5 do spojine 3 ne potrebujemo baze oz. da v njeni prisotnosti 
nastajajo stranski produkti v bistveno večji meri. Pri omenjeni reakciji testirana topila niso 
imela bistvenega vpliva na potek. V naslednji stopnji smo z metanolom in K2CO3 pretvorili 
spojino 3 v končno spojino 4, za katero se je naknadno izkazalo, da je dejanska struktura 
drugačna od predvidene. Pravzaprav smo odkrili novo sintezno pot do merocianinskih barvil. 
Prav tako smo z zvečanjem lipofilnosti spojine izboljšali topnost v organskih topilih produkta 
4. Slednjega fluorofora bodo v bližnji prihodnosti testirali kot označevalca lipidnih kapljic na 
IJS. Upamo tudi, da bo glede na pomerjene spektre emisije sonda uporabna pri STED 
mikroskopiji.  
Želeli smo izdelati tudi nova barvila, ki bi imela oksonolni skelet. Ugotovili smo, da je sinteza 
novih oksonolov iz (Z)-3-aril-3-kloropropenalov enostavna, vendar pripravljene spojine glede 
na preliminarne teste ne izkazujejo zadovoljive emisije. Najverjetneje arilna skupina, ki je 
vezana na oksonolni skelet, vpliva na energijo elektronskih nivojev na način, da spojina ne 
fluorescira.  
V zadnjem delu magistrske naloge smo preizkušali, ali bi se lahko (Z)-3-aril-3-kloropropenal  
uporabljal kot bojna glava kovalentnih zaviralcev. Pripravili smo majhno serijo (Z)-3-aril-3-
kloropropenalov, ki so jih nato testirali na humanih encimih MAO-A, MAO-B, AChE in BChE. 
Ugotovili smo, da spojine 2, 9-imin in 13 delujejo zaviralno na katalitično aktivnost omenjenih 
encimov, vendar pa njihov zaviralen učinek glede na mehanizem ni povezan s tvorbo 
kovalentne vezi. Lahko zaključimo, da (Z)-3-aril-3-kloropropenali niso primerni kot bojne 
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9.1 PRILOGA 1: POSTOPEK TESTIRANJA NA HOLIN ESTERAZAH (hAChE IN 
hBChE) 
V kolikšni meri so lahko spojine zaviralci holin esteraz, smo določali z metodo Ellman. 
Raztopine encimov smo pripravili tako, da smo koncentrirano zmes encima raztopili v 0,1 M 
raztopini fosfatnega pufra s pH vrednostjo 8,0. Reakcije smo izvedli v 300 μL 0,1 M raztopine 
fosfatnega pufra, ki je vsebovala 370 μM Ellmanovega reagenta, 5 × 10–4 M butiril- ali 
acetiltioholina in 1 × 10–9 M hBChE ali 5 × 10–11 M hAChE. Da smo določili osnovno vrednost, 
smo fosfatni pufer zamenjali z raztopino encima. Za prvotno merjenje zaviralne učinkovitosti 
smo testne raztopine pripravili v organskem topilu, kjer smo dodali toliko testne raztopine, da 
je bila končna koncentracija 100 μM. Najprej smo substrat dodajali encimu in zaviralcu, ki smo 
ju predhodno 1 minuto (ali 5 minut, v primeru hBChE pa 5 in 15 minut) inhibirali. Tako smo 
dosegli ravnotežje kompleksa zaviralec-encim. Začetna hitrost, ki so jo imele spojine, je bila 
izračunana iz naklona, dobljenega iz linearnega trenda, pri čemer smo vsako meritev opravili 
trikrat. Potencialna inhibitorna lastnost je bila izražena kot rezidualna aktivnost. Merili smo 
tudi polovično maksimalno inhibitorno koncentracijo (IC50 – angl. half maximal inhibitory 
concentration). Za meritve IC50 smo uporabili sedem različnih koncentracij za vsako spojino v 
območju med 5 in 90 %. Vrednosti IC50 smo dobili s predpostavljanjem aktivnosti encima glede 












9.2 PRILOGA 2: POSTOPEK TESTIRANJA NA MONOAMINO OKSIDAZAH 
(hMAO-A IN hMAO-B) 
Zaviralni učinek hMAO-A in hMAO-B je bil raziskan z uporabo flourimetričnga testa po 
metodi Knez et al. Inhibitorna aktivnost spojin je bila ocenjena glede na učinek proizvodnje 
vodikovega peroksida (H2O2) iz p-tiramina, ki je bil uporabljen kot nespecifičen substrat za obe 
obliki MAO. Koliko H2O2 je bilo proizvedenega, smo zaznali s pomočjo reagenta Amplex Rex 
v prisotnosti hrenove peroksidaze. Encima hMAO A in B, ki sta izražena v celicah žuželk, 
okuženih z bakulovirusom, peroksidaza iz hrenovega tipa in p-tiramin hidroklorid, so bili 
pridobljeni od Sigma Aldrich. 10-acetil-3,7-dihidroksifenoksazin (reagent Amplex Red) je bil 
sintetiziran, kot je opisano v literaturi (von der Eltz in sod., 1990, USP, 4900, 822). 100 μL 50 
mM natrijevega fosfatnega pufra, ki je vseboval referenčne inhibitorje in hMAO-A (ali hMAO-
B), 30 minut inkubiramo pri 37 °C  v  črni mikroploščici z ravnim dnom, postavljeni na temo. 
Po predhodni inkubaciji dodamo 200 μM reagenta Amplex Red, 2 U/ml hrenove peroksidaze 
in 1 mM p-tiramina, da dobimo končni volumen 200 μL. Za kontrolne poskuse smo uporabili 
organsko topilo namesto raztopin naših spojin. Za določitev osnovne vrednosti smo namesto 
raztopine encimov uporabili fosfatni pufer. Začetne hitrosti so bile izračunane iz pridobljenih 
trendov, pri čemer smo vsako meritev ponovili dvakrat. Potencialna inhibitorna lastnost je bila 
izražena kot rezidualna aktivnost. Vrednosti IC50 smo dobili z risanjem vrednosti encima glede 
na koncentracijo zaviralcev, ki smo jo uporabili.  
Za test reverzibilnosti smo hMAO-A / hMAO-B pri stokratni končni koncentraciji inkubirali z 
zaviralci pri koncentraciji, ki je bila desetkrat večja od koncentracije IC50 pri 37 °C. Po 30 
minutah smo zmes stokrat redčili v reakcijski zmesi z reagentom Amplex Red, hrenovo 
peroksidazo in p-tiramin hidrokloridom. Končne koncentracije vseh reagentov in encima 
(MAO-A ali MAO-B) so bile enake kot opisano v prilogi 1. Reakcijo smo opazovali 60 minut. 
Na enak način smo opravili tudi kontrolne poskuse, pri čemer pa smo namesto raztopine 
zaviralcev uporabili organsko topilo (19).  
 
 
